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基础 研究 


PRDMI1 基因 对 非 霍 奇 金 淋巴 瘤 细 肥 增殖 能 力 的 影响 


徐 理 华 ', 李 和 下", 译 获 ， 


! 广 州 医科 大 学 附属 第 一 医院 血液 科 , 广 东 广州 510230;? 中 山大 学 附属 第 三 医院 甲 乳 外 科 , 广 东 广州 510630 


摘要 :目的 观察 PRDM1 对 非 霍 奇 金 淋 巴 瘤 细胞 SUDHL-4 


曾 殖 能 力 的 影响 。 方 法 通过 质粒 转 染 的 方法 在 低 表 达 PRDMI 的 


SUDHL-4 细 胞 中 过 表达 PRDM1 基因 ,通过 MTT 实 验 细胞 周期 分 析 检 测 SUDHL-4 生 物 学 行为 的 变化 。 结 果 过 表达 PRDMI1 


的 SUDHL-4 细 胞 的 生长 速度 明显 下 降 ,细胞 GvG, 比例 .S 期 


比例 下 降 ;GyM 期 比例 升 高 ,细胞 阻 滞 于 GyM 期 ,差异 均 有 统计 学 


意义 (P<0.05)。 结 论 PRDMI1 基因 表达 缺失 可 能 在 非 霍 奇 金 淋巴 瘤 的 发 生发 展 中 起 重要 作用 ,可 能 成 为 判断 非 霍 奇 金 淋巴 瘤 


预后 的 分 子 标志 物 及 临床 治疗 的 靶 点 。 
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Abstract: Objective To explore the effects of PRDM1gene expression on the reproductive ability of Non-Hodgkin Lymphoma 
cells SUDHL-4. Methods Non-Hodgkin Lymphoma cells SUDHL-4 was chosed to show the biology behavior changes after 
Overexpressing PRDMI1 gene, through the MTT test, and cell cycle analysis. Results After overexpressing PRDM1 gene, the 
proliferation of SUDHL-4 cell were significantly decreased, and cell cycle arrested at G/M (P<0.05). Conclusion The loss of 


PRDMI1 gene may be related to the occurrence and development of lymphoma, and it may become the molecular diagnostics 


and new therapy target of lymphoma. 
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淋巴 瘤 是 最 常见 的 淋巴 造血 系统 恶性 肿瘤 ,起 源 于 
淋巴 网 状 系统 ,多 发 生 于 淋巴 结 和 (或 ) 结 外 淋巴 组 织 ， 
近年 来 发 病 率 呈 上 升 趋势 "。 世 界 卫 生 组 织 将 淋巴 瘤 
分 为 两 类 , 霍 奇 金 淋巴 瘤 (HL) 和 非 霍 奇 金 淋巴 瘤 
(NHL) ,其 中 HL 仅 占 10.9%, NHL 占 89.1%。 

NHL 起 源 于 了 细胞 和 T 细 胞 /NK( 自 然 杀 伤 ) 细 胞 ， 
是 一 组 异 质 性 极 高 的 疾病 ,在 病理 ,病程 治疗 反应 等 方 
面 均 存 在 极 大 差异 。 根 据 不 同 的 细胞 形态 、 免 疫 标记 、 
遗传 学 指标 等 可 进一步 分 为 70 多 种 不 同 的 亚 型 。 近 年 
来 , 随 着 分 子 生物 学 的 迅速 发 展 ,人 们 逐渐 认识 到 恶 ' 
淋巴 瘤 是 一 个 涉及 多 重 基因 事件 的 复杂 过 程 。 研 究 人 
员 致力 于 探寻 非 霍 奇 金 淋 巴 瘤 发 生 的 分 子 机 制 ,进而 为 
早期 诊断 及 制定 特定 的 靶 向 治疗 方案 提供 理论 依据 。 

1991 年 ,Keller 等 2 发 现 一 种 B 干 扰 素 分 泌 抑 制 
子 , 将 其 命名 为 PRDM1。PRDMI1 是 一 种 转录 抑制 子 ， 
对 哺乳 动物 的 组 织 发 育 和 分 化 起 着 关键 的 作用 。 其 在 
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成 熟 B 细 胞 的 终 未 分 化 中 的 作用 已 得 到 广泛 共识 。 目 
前 有 关 microRNA 对 PRDMI 的 调控 的 研究 已 渐渐 成 为 
人 们 关注 的 热点 。PRDMI 在 弥漫 大 B 细胞 淋巴 瘤 中 的 
肿瘤 抑制 作用 已 有 很 多 报道 。Mandelbaum 等 在 约 
53% 的 DLBCL 中 发 现 了 组 成 型 活化 BCL-6 所 介 导 的 
转录 抑制 ,从 而 证 实 了 PRDMI1 的 抑 癌 作用 。PRDMI1 
的 失 活 阻 断 了 细胞 的 终 未 分 化 ,而 促使 DLBCL 的 发 生 。 

PRDMI1 基因 突变 及 其 表达 对 于 各 种 类 型 淋巴 瘤 
的 发 生 和 预后 都 有 着 重要 意义 。 但 关于 PRDMI 对 非 
堆 奇 金 淋巴 瘤 细 胞 行为 的 影响 ,国内 外 均 未 见报 道 。 本 
研究 通过 在 非 替 奇 金 淋巴 瘤 细胞 SUDHL-4 中 过 表达 
PRDMI1 基因 的 方法 来 观察 该 基因 对 其 增殖 能 力 的 影 
响 , 现 报道 如 下 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

弥漫 大 B 细胞 淋巴 瘤 细胞 株 SUDHL-4 细胞 株 购 
买 于 ATCC( 美 国 模式 培养 物 研 究 所 ) ;DMEM 细胞 培养 
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基 和 胎 牛 血清 购 于 美国 Gibco;pcDNA3.1(+)-PRDMI 
表达 载体 由 上 海 吉 凯 基因 科技 公司 构建 ; 鼠 抗 人 
PRDM1 单 克隆 抗体 购 自 美国 Santa Cruz。 免 抗 人 多 克 
傈 抗 B- 肌 动 蛋 白 抗体 用 作 内 参 , 购 自 美国 Cell 
Signaling Technolog, 羊 抗 免 和 免 抗 鼠 二 抗 购 自 北京 中 
杉 金 桥 生物 技术 有 限 公司 。 
1.2 方法 
1.2.1 细胞 培养 非 霍 奇 金 淋巴 瘤 细 胞 SUDHL-4 细 胞 
接种 在 含有 10% 胎 牛 血 清 、100 U/mL 庆 大 霉 素 的 
DMEM 培 养 基 中 , 置 于 37 % .5% 二 氧化 碳 孵 箱 中 培养 ， 
0.25% 胰 酶 常规 消化 和 传代 , 取 对 数 生长 期 日 细胞 活力 
良好 的 细胞 用 于 实验 。 实 验 细 胞 分 为 3 组 ,加 入 
pcDNA3.1(+ )-PRDM1 载体 的 为 SUDHL-4-PRDMI1 
组 ,加 入 空白 质粒 的 为 SUDHL-4-vector 组 ,不 做 处 理 的 
为 空白 对 照 组 。 
1.2.2 电 穿 孔 法 转 数 转 染 当天 配制 电 穿孔 绥 冲 液 汪 , 置 
于 冰箱 预 冷 。 每 个 样本 取 2x107 细 胞 ,加 40 ng 载体 。 
电 穿 孔 条 件 :电压 160 mV, 电 阻 w; 电 容 :950 uF, 电 击 1 
次 。 电 穿孔 后 ,加 DMEM 培 养 基 置 于 37 % .5% 二 氧化 
碳 孵 箱 中 培养 ,24~48 h 后 加 入 puromycin 2 hg/mL 进 
行 筛选 ;每 周 换 液 3 次 ,培养 4 周 。 将 得 选 出 的 细胞 克隆 
继续 培养 在 含 1.0 ug/mL puromycin .30% 胎 牛 血清 的 
DMEM 培养 基 中 。 用 于 和 蛋白质 提 取 、 检 测 细胞 活性 和 
细胞 周期 等 。 
1.2.3 Western-blotting 法 检测 PRDMI1 在 转 染 细胞 中 的 
表达 取 对 数 生 长 期 的 SUDHL-4-PRDM1 SUDHL-4- 
vector ,及 空白 对 照 组 SUDHL-4 细 胞 ,加 入 细胞 裂解 
液 后 ,4 "CC 下 静 置 1h 低 温 高 速 离心 (4 %C,12 000 r/min,， 
30 min) ,提取 上 清 即 为 总 蛋白 。 经 12% 的 SDS-PAGE 
电泳 、 转 印 ,脱脂 奶粉 封闭 , 抗 B-actin (1: 500) 和 抗 
PRDMI1(1:50)4 % 下 孵育 过 夜 ;二 抗 室温 下 孵育 2 h， 
ECL 显 色 , 经 自动 电泳 凝 胶 成 像 分 析 仪 采集 图 像 。 实 验 
重复 3 次 。 
1.2.4 四 甲 基 偶 气 唑 蓝 比 色 法 (MTT 法 ) 检 测 细胞 活性 
分 别 将 5 x 10 个 4L SUDHL-4-PRDM1、SUDHL-4- 
vector, 及 空白 对 照 组 SUDHL-4 细胞 接种 于 96 了 和 孔 细 胞 
培养 板 中 。37 % .5%CO, 环 境 培养 ,分 别 于 第 1~7 天 加 
入 5 mg/mL 的 甲 基 噬 哗 基 四 唑 (MTT 法 ) 工 作 液 20 pL， 
继续 培养 4 h, 弃 上 清 液 ,每 孔 加 入 100 岂 二 甲 基 亚 砚 
(DMSO) 深 液 ,于 微量 震 沪 器 震荡 15 min 后 用 酶 标 仪 测 
定 波长 490 nm 的 吸光 度 值 ,试验 重复 3 次 ,每 个 观察 点 
设 5 个 复 孔 , 取 均 值 进行 计算 。 以 时 间 为 横 坐 标 ,4uw 值 
为 纵 和 坐标 作 图 ,观察 细胞 的 增殖 情况 。 
1.2.5 细胞 周期 测定 取 对 数 生 长 期 SUDHL-4- 
PRDM1 SUDHL-4-vector, 及 空白 对 照 组 SUDHL-4 细 
胞 ,离心 去 上 清 ,用 冷 PBS(4 %) 洗 涤 细 胞 后 ,800 r/min 
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离心 5 min, 共 洗涤 2 次 。 用 含有 10% 胎 牛 血清 的 PBS 
溶液 300 眶 重 悬 3 组 细胞 ,加 入 700 上 无 水 乙醇 固定 
30 min。 冷 PBS(4%) 洗 涤 后 ,300 r/min 离心 5 min 后 ， 
加 入 5 hg 上 代 碘 化 丙 啶 染色 20~30 min。 室 温 下 避 光 放 
置 15 min 待 测 。 记 录 细 胞 周期 的 分 布 并 计算 细胞 凋 亡 
比率 。 全 部 数据 经 FACSCalibur 流 式 细胞 仪 和 
CELLQuest 软 件 获 取 。 
1.3 统计 学 方法 

采用 SPSS 19.0 统 计 软 件 进行 数据 分 析 人 处理, 计量 
资料 用 均 数 + 标准 差 表 示 ,组 建 比 较 采 用 :检验 ,计数 资 
料 采 用 卡 方 检验 ,所 有 实验 重复 3 次 ,以 P<0.05 为 差异 
具有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 非 霍 奇 金 淋巴 瘤 细 胞 SUDHL-4 中 PRDMI1 蛋白 表 
达 情 况 

以 B-actin 为 对 照 , 非 霍 奇 金 淋巴 瘤 细胞 SUDHL-4 
中 转 染 pcDNA3.1(+)-PRDMI1 pcDNA3.1(+) 及 不 做 处 
理 后 PRDMI1 和 蛋白 相对 表达 量 分 别 为 0.76+0.04,0.46 二 
0.01,0.38+0.02。 与 空白 对 照 组 及 空 质 粒 组 相 比 , 转 染 
pcDNA3.1 (+ ) -PRDMI 后 非 霍 奇 金 淋巴 瘤 细 胞 
SUDHL-4 中 PRDMI1 和 蛋白 相对 表达 量 明 显 上 升 (= 
4.365,P<0.05;1=4.319,P<0.05, 图 1)。 
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图 1 在 SUDHL-4 中 转 染 pcDNA3.1(+)-PRDMI1 
后 ,PRDM1 表达 量 增 加 

4:SUDHL-4 中 转 染 pcDNA3.1(+ )-PRDM1 .pcDNA3.1 
(+) 及 空白 对 照 后 ,PRDMI 表达 情况 ; B: PRDM1 与 内 参 
B-actin 相 对 表达 量 . 


2.2 MTT 检 测 结 果 
通过 MTT 法 绘制 SUDHL-4-PRDM1 SUDHL-4- 
vector, 及 空白 对 照 组 SUDHL-4 细 胞 的 生长 曲线 以 研 
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究 PRDMI1 的 表达 对 细胞 增殖 的 影响 。 与 空 质粒 组 及 
空白 对 照 组 细胞 相 比 , 转 染 PRDM1 的 SUDHL-4 细 胞 
其 生长 速度 明显 下 降 , 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05, 图 2)。 


-~ SUDHL-4-PRDMI 
4 -各 ~ SUDHL-4-vector 
"全 SUDHL-4 


0 2 4 6 8 


Incubation time (day) 


图 2 MIT 实验 检测 SUDHL-4-PRDMI1、 
SUDHL-4-vector, 及 空白 对 照 组 SUDHL-4 细 
胞 增殖 能 力 的 差异 。 


表 1 细胞 周期 分 析 结果 ( 驳 ) 


2.3 细胞 周期 检测 结果 

SUDHL-4-PRDM1 SUDHL-4-vector, 及 空白 对 照 
组 SUDHL-4 细 胞 的 G0/G1 比例 .S 期 比例 ,GyM 期 比 
例 见 表 1,SUDHL-4-PRDM1 组 的 GvG, 比 例 S 期 比例 ， 
低 于 空 质 粒 组 及 空白 对 照 组 ;GyM 期 比例 高 于 空 质粒 
组 及 空白 对 照 组 ,差异 有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 1)。 


3 讨论 

1991 年 ,Keller 等 "发现 一 种 6 干 扰 素 分 泌 抑 制 
子 , 该 和 蛋白 可 特异 性 结合 干扰 素 基 因 的 启动 子 阳性 调 
控 区 I, 遂 将 其 命名 为 PRDM1。Turner 等 5 发现 卫 -2 和 
LI-5 可 以 诱导 小 鼠 淋 巴 瘤 细胞 株 BCL-1 中 Blimpl 表 
达 , 而 过 表达 Blimp1 可 促使 B 细胞 问 浆 细胞 分 化 。 后 
续 的 研究 显示 ee Blimp1 和 蛋白 与 人 类 的 PRDMI 和 蛋 
白 具 有 高 度 同 源 性 

人 PRDMI1 基因 定位 于 妆 宁 色 体 6q21-22.1 ,而 该 区 
域 在 多 种 恶性 肿瘤 中 均 存 在 缺失 突变 ,故此 推测 
PRDMI1 基因 是 抑 癌 基因 ""。PRDMI1 基因 有 2 种 转录 
本 :PRDM1la 和 PRDM1B。PRDM1a 由 PRDMI1 基因 的 


组 别 Go/G! S G/M 
SUDHL-4-PRDMI1 40.1+3.2* 38,53.7* 26,142.9* 
SUDHL-4-vector 48.9+3.6 48.7+3.3 10;1E1;6 
SUDHL-4 47.2+3.1 49.6+3.5 9241.8 


#P<0.05 vs 对 照 组 . 


正常 启动 子 启 动 编码 , 含 789 个 氨基 酸 ,由 5 个 结构 域 组 
成 , 即 氨基 端 酸性 区 .PR 结构 域 . 且 氨 酸 富 集 区 5 个 锐 

生 结 构 和 羧基 端 酸性 区 "5。PRDMI1B 缺 失 了 1~3 号 外 显 
子 ,由 4 号 外 显 子 上 游 的 新 启动 子 启动 编码 , 含 687 个 氨 
基 酸 。 由 于 PRDMI8B 的 功能 缺陷 ,丧失 了 对 多 个 靶 基 因 
的 调控 作用 ,因此 可 能 具有 与 PRDM1a 相 反 的 功能 。 
而 传统 意义 上 PRDM1 蛋白 指 的 是 PRDM1a。 

PRDMI1 对 哺乳 动物 的 组 织 发 育 和 分 化 起 着 关键 

的 作用 。 在 小 鼠 的 豚 胎 发 育 过 程 中 ,多 种 组 织 中 都 可 以 
检测 到 Blimpl 蛋白 表达 ,如 胎盘 心脏 .前肢 和 感觉 器 
官 和 等 。 但 在 Blimpl Is ,妊娠 
10.5 人 且 胎 盘 文 气 管 不 能 正常 发 育 , 血 
管 结构 也 不 完整 "。PRDM1 在 B 地 站 求全 [由 可 
挥 的 重要 作用 已 经 被 多 个 研究 证 实 。 已 知 有 4 种 转录 
因子 及 其 靶 基 因 与 B 细胞 分 化 密切 相关 ,分 别 是 
PRDM1 .BCL-6.PAX5 和 XBP-1。 在 成 熟 B 细胞 阶段 
PRDMI1 表达 被 BCL-6 抑 制 ;到 生发 中 心 后 期 ,BCL-6 


的 表达 下 调 , 而 PRDMI 表达 增强 ,并 可 通过 抑制 PAX5， 
诱导 XBP-1 表达 ,以 促进 B 细 胞 向 浆 细 胞 分 化 """。 目 
前 关于 microRNA 对 PRDMI1 的 调控 的 研究 已 渐渐 成 为 
人 们 关注 的 热点 。 

PRDMI 在 弥漫 大 B 细胞 淋巴 瘤 中 的 肿瘤 抑制 作用 
已 有 很 多 报道 ,近年 来 的 多 个 实验 结果 为 该 理论 提供 了 
新 的 依据 。Tam 等 中 对 DLBCL 细胞 系 进行 了 PRDMI1 
基因 的 分 析 , 发 现 了 一 些 集中 于 第 2 外 显 子 /第 2 内 含 子 
处 剪接 供 体 位 点 的 点 突变 ,从 而 导致 剪接 错误 ,致使 野 
生 型 PRDM1la 和 了 PRDM1B 均 表达 缺失 。Mandelbaum 
等 ?发现 导致 PRDMI1 基因 失 活 的 机 制 包括 了 纯 合 子 缺 
失 截 短 或 错 义 突变 ,并 日 在 约 53% 的 DLBCL 中 发 现 了 
组 成 型 活化 BCL-6 所 介 导 的 转录 抑制 ,从 而 证 实 了 
PRDMI 的 抑 癌 作用 。PRDMI1 的 失 活 阻 断 了 细胞 的 终 

末 分 化 ,而 促使 DLBCL 的 发 生 。 但 关于 PRDM1 对 非 
霍 奇 金 淋 巴 瘤 细 胞 行为 的 影响 ,国内 外 均 未 见报 道 。 
为 了 研究 PRDMI1 基因 在 非 霍 奇 金 淋 巴 瘤 中 的 作 
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用 ,我 们 采用 在 非 霍 奇 金 淋 巴 瘤 细胞 SUDHL-4 中 过 表 
达 PRDMI1 基因 的 方法 来 观察 该 基因 对 其 增殖 能 力 及 
细胞 周期 的 影响 ,研究 结果 显示 ,SUDHL-4 细 胞 转 染 
PRDMI1 后 ,细胞 生长 速度 较 空 载体 组 及 空白 对 照 组 明 
显 下 降 , 细 胞 周期 分 析 发 现 , 转 染 PRDMI1 的 SUDHL-4 
细胞 GwGi 比 例 .S 期 比例 , 低 于 空 载体 组 ;GyM 期 比例 
高 于 空 载体 组 ,细胞 阻 滞 于 GyM 期 ,由 此 推测 PRDMI 
基因 过 表达 引起 SUDHL-4 细 胞 细胞 周期 分 布 改变 可 能 
是 影响 细胞 增殖 及 调 亡 的 重要 原因 之 一 ,与 Tam 及 
Mandelbaum 报道 的 PRDM1 在 DLBCL 中 表达 缺失 及 
PRDMI1 可 发 挥 抑 癌 作用 相 一 致 ,并 进一步 前 明了 其 发 
挥 抑 癌 作 用 的 可 能 机 制 , 对 明确 非 霍 奇 金 淋 巴 瘤 的 生物 
学 行为 具有 重要 意义 , 有 助 于 了 解 非 霍 奇 金 淋巴 瘤 的 生 
物 学 特性 , 预测 肿瘤 的 复发 .转移 ,为 针对 PRDMI1 的 靶 
向 治疗 提供 理论 依据 。 

针对 PRDMI 表达 缺失 引起 的 非 霍 奇 金 淋巴 瘤 发 
生发 展 而 设计 的 特异 靶 向 药物 具有 重要 的 治疗 价值 ,不 
仅 有 助 于 非 霍 奇 金 淋巴 瘤 发 生发 展 机 制 的 研究 , 且 也 为 
肿瘤 的 治疗 提供 了 有 和 希望 的 半点 。 但 其 调控 细胞 增殖 
能 力 的 确切 机 制 和 路 径 仍 有 待 于 进一步 研究 。 
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